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As infecções agudas de vias aéreas representam uma causa mundialmente 
importante de morbimortalidade na infância. Dados da Organização Mundial da 
Saúde (OMS) atestam que cerca de um terço da mortalidade mundial em crianças é 
causada por este tipo de infecção. Em abril de 2009, infecções causadas por um 
novo vírus influenza A H1N1 culminaram na primeira pandemia do século. O pH1N1 
pdm09 difere do vírus da gripe sazonal na indução de respostas pró-inflamatórias 
em humanos e em modelos animais. Portanto, o objetivo desta tese foi de avaliar a 
expressão tecidual das interleucinas 17 e 8 (IL-17 e IL-8) e a contagem de 
neutrófilos em amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por infecção 
pelo vírus pandêmico H1N1, e comparar com casos não pandêmicos. Para este fim, 
foram selecionados 10 casos cujas necropsias atestaram infecções respiratórias 
agudas graves ocasionadas por vírus pandêmico H1N1 (2009), e 67 casos de 
necropsias pediátricas cujas causas de óbito foram infecções respiratórias agudas 
virais graves não pandêmicas (2005). Foram incluídas, ainda, amostras de adultos 
(N=11) e crianças (N=19) que vieram a óbito por diversas causas, excluindo-se 
qualquer doença pulmonar. As amostras em blocos parafinados foram utilizadas na 
classificação histopatológica do dano pulmonar e na confecção de blocos de TMA. 
Em seguida foram realizadas as marcações de imunohistoquímica para os 
anticorpos em questão. Nas análises das lâminas observamos que o grupo 
pandêmico H1N1 apresentou porcentagens estatisticamente maiores das três 
variáveis: IL-8, IL-17 e contagem de neutrófilos, quando comparadas ao grupo não 
pandêmico. Os achados corroboram com a literatura, uma vez que em resposta a 
uma infecção viral, tanto a IL-8 quanto a IL-17 são secretadas por macrófagos e 
células T para recrutar demais células, dentre elas os neutrófilos. Sendo assim, o 
vírus H1N1, circulante e responsável pela pandemia de 2009, parece ter uma alta 
virulência provocando uma resposta exacerbada do sistema imunológico do 
hospedeiro, e essa pode ser a chave para a gravidade da lesão. 
 






Acute airway infections are a worldwide cause of childhood morbidity and 
mortality. Data from the World Health Organization (WHO) show that about one-third 
of the world's child mortality is caused by this type of infection. In April 2009, 
infections caused by a new influenza A H1N1 virus culminated in the first pandemic 
of the century. The pH1N1 pdm09 differs from the seasonal influenza virus in 
inducing proinflammatory responses in humans and animal models. Therefore, the 
aim of this thesis was to evaluate the tissue expression of interleukins 17 and 8 (IL-
17 and IL-8) and neutrophil count in lung samples from patients who died of H1N1 
pandemic virus infection, and to compare with non-pandemic cases. To this end, we 
selected 10 cases whose necropsies recorded severe acute respiratory infections 
caused by the H1N1 pandemic virus (2009), and 67 cases of pediatric necropsies 
whose causes of death were acute non-pandemic acute viral respiratory infections 
(2005). We also included samples of adults (N = 11) and children (N = 19) who died 
for various causes, excluding any lung disease. The samples in paraffin blocks were 
used in the histopathological classification of lung damage and in the manufacture of 
TMA blocks. Imunohistochemistry markers were then performed for the antibodies 
cited. In the analysis of the slides, we observed that the H1N1 pandemic group had 
statistically higher percentages of the three variables: IL-8, IL-17 and neutrophil 
counts when compared to the non-pandemic group. The findings corroborate with the 
literature, since in response to a viral infection, both IL-8 and IL-17 are secreted by 
macrophages and T cells to recruit other cells, including neutrophils. Thus, the 
circulating H1N1 virus responsible for the 2009 pandemic appears to have a high 
virulence leading to an exacerbated response of the host's immune system, and this 
may be the key to the severity of the lesion. 
 





LISTA DE FIGURAS 
 
FIGURA 1 - ARTIGO 1: REAÇÃO DE IMUNOHISTOQUÍMICA PARA AMOSTRAS 
VÍRUS-POSITIVO X VÍRUS-NEGATIVO ........................................... 34 
FIGURA 1 - ARTIGO 2: A EXPRESSÃO TECIDUAL DE IL-8, IL-17 E O NÚMERO 
DE NEUTRÓFILOS DO GRUPO CONTROLE BASAL  ..................... 47 
FIGURA 2 - ARTIGO 2: COMPARAÇÃO DA EXPRESSÃO TECIDUAL DE IL-8, IL-17 
E NÚMERO DE NEUTRÓFILOS ENTRE O GRUPO H1N1 
PANDÊMICO E O GRUPO CONTROLE BASAL ADULTO ............... 48 
FIGURA 3 - ARTIGO 2: COMPARAÇÃO DA EXPRESSÃO TECIDUAL DE IL-8, IL-17 
E NÚMERO DE NEUTRÓFILOS ENTRE O GRUPO NÃO 









LISTA DE TABELAS 
 
TABELA 1  -  ARTIGO 1: CARACTERÍSTICAS BASAIS DA POPULAÇÃO EM 
RELAÇÃO À CLASSIFICAÇÃO EM DOIS GRUPOS 
CONSIDERANDO A PRESENÇA VIRAL...........................................34 
TABELA2   -  ARTIGO 1: TIPOS DE VÍRUS ENCONTRADOS NA POPULAÇÃO 
ESTUDADA EM RELAÇÃO À EXPRESSÃO TECIDUAL DA IL-
17........................................................................................................36 
TABELA 3 - ARTIGO 1: CARACTERÍSTICAS BASAIS DA POPULAÇÃO EM 
RELAÇÃO AO PADRÃO DE IL-17.....................................................37  
TABELA 1 -  ARTIGO 2: COMPARAÇÃO ENTRE GRUPOS PANDÊMICOS H1N1 
E NÃO-PANDÊMICOS DE ACORDO COM OS ACHADOS CLÍNICOS 
E ANATOMOPATOLÓGICOS............................................................47 
TABELA 2 - ARTIGO 2: COMPARAÇÃO DOS CASOS DE GRUPOS PANDÊMICOS 
H1N1 COM GRUPOS NÃO PANDÊMICOS SUBDIVIDIDOS EM DOIS 
GRUPOS COM E SEM A PRESENÇA DO VÍRUS 
INFLUENZA........................................................................................49 
TABELA 3 - ARTIGO 2: COMPARAÇÃO ENTRE GRUPOS PANDÊMICOS H1N1 E 
NÃO-PANDÊMICOS COM ATÉ 7 DIAS DE SOBREVIDA 








LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS 
 
OMS  - Organização Mundial da Saúde 
UNICEF - Fundo para as Nações Unidas para a Infância 
CDC  - Centro de Controle e Prevenção de doenças dos Estados Unidos 
MHC  - Complexo de Histocompatibilidade 
INF-γ  - Interferon Gama 
TNF  - Fator de Necrose Tumoral 
ADv  - Adenovírus 
RSV  - Vírus Sincicial Respiratório 
FLUA  - Influenza A vírus 
FLUB  - Influenza B vírus 
PI1  - Parainfluenza 1 virus 
PI2  - Parainfluenza 2 virus 
PI3  - Parainfluenza 3 virus 
Th1  - Linfócito T helper 1 
Th2  - Linfócito T helper 2 
IL-2  - Interleucina 2 
IL-8  - Interleucina 8 
IL-17  - Interleucina 17 
pH1N1 - vírus H1N1 pandêmico 
IHQ  - Imunohistoquímica 
SARS  - Síndrome respiratória aguda grave 
RT-qPCR - Reação da transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da 
polimerase em tempo real 
TMA  - Tissue MicroArray 









LISTA DE SÍMBOLOS 
 
  - copyright 
@ - arroba 









1  INTRODUÇÃO ............................................................................................. 16 
1.1  JUSTIFICATIVA............................................................................................ 17 
1.2  OBJETIVOS ................................................................................................. 17 
1.2.1  Objetivo geral ............................................................................................... 17 
1.2.2  Objetivos específicos .................................................................................... 17 
2  REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................ 19 
2.1 A INFECÇÃO AGUDA GRAVE DE VIAS AÉREAS INFERIORES DE 
ETIOLOGIA VIRAL E NÃO VIRAL................................................................19 
2.2  A RESPOSTA IMUNO-INFLAMATÓRIA E OS AGENTES VIRAIS..............20 
2.3  O VÍRUS H1N1..............................................................................................21 
2.4  INTERLEUCINAS E NEUTRÓFILOS........................................................... 22 
2.4.1 IL-8.................................................................................................................22 
2.4.2 IL-17.............................................................................................................. 23 
2.4.3 Neutrófilos .................................................................................................... 24 
3  MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................. 26 
4  APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS ..................................................... 30 
5  CONSIDERAÇÕES FINAIS ......................................................................... 59 
6   CONCLUSÃO............................................................................................... 56 








1 INTRODUÇÃO  
 
As infecções agudas de vias aéreas representam uma causa mundialmente 
importante de morbidade e mortalidade na infância, particularmente nos países em 
desenvolvimento (Straliotto et al., 2002; Silva et al., 2001). As infecções agudas de 
vias áreas inferiores graves (pneumonias), principalmente as que acometem a faixa 
etária inferior aos 5 anos de idade, são as maiores determinantes dessa mortalidade 
(Rudan et al., 2013).  
A pneumonia é a maior causa infecciosa de morte no mundo e que no ano 
de 2015, foi responsável por 15% das mortes em crianças menores de cinco anos 
na América do Norte (Cilloniz et al, 2016). Na Europa, a mortalidade por esta causa 
varia amplamente entre os países, sendo de 1 a 48% as taxas de mortalidade por 
pneumonia adquirida na comunidade (Welte et al, 2012).  
Nos países em desenvolvimento, as pneumonias na infância não são 
apenas comuns, mas também graves, causando grande mortalidade (WHO, 2006). 
Os dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) mostram que, na última década, 
cerca de um terço da mortalidade mundial em crianças (4 a 5 milhões de óbitos 
anuais) foi causada por infecções respiratórias agudas graves de vias aéreas 
inferiores. O Fundo para as Nações Unidas para a Infância (UNICEF) estima que 
mais de 3 milhões de crianças morrem de pneumonia a cada ano, 
predominantemente nos países em desenvolvimento (UNICEF, 2018). 
Existem, em circulação no mundo, diferentes vírus causadores de infecções 
das vias aéreas, muitos deles já são conhecidos, contra os quais são produzidas 
vacinas anuais para proteger a população mais suscetível (Katsurada et al, 2017). 
Ainda assim, em 2009 uma cepa do, já conhecido, influenza A causou um amplo 
número de infecções, as quais se iniciaram no México, se entenderam para os 
Estados Unidos e acabaram por se espalhar para outros países gerando a primeira 
pandemia do século (Bhatnagar et al., 2013).  
De acordo com centro de controle e prevenção de doenças dos Estados 
Unidos (CDC), esta pandemia durou de março de 2009 a abril de 2010 (Shrestha et 
al, 2011). Dentre os casos acometidos pelo vírus pandêmico naquele ano, o que 
chamou a atenção foi a faixa etária mais predominante, a de adultos jovens, que 
geralmente são os imunocompetentes menos suscetíveis a esses vírus (Louie et al, 




hipóteses sobre as conseqüências da infecção pelo vírus pandêmico se voltaram 
para a resposta imune, que poderia estar associada à gravidade da infecção (Peiris 
et al, 2010). 
 
1.1 JUSTIFICATIVA  
 
O estudo sobre as interleucinas e células envolvidas na resposta do 
hospedeiro às infecções virais que acometem o trato respiratório,  e causam 
pneumopatias graves, pode ter um papel chave na compreensão dessas infecções e 




1.2.1 Objetivo geral  
 
Avaliar a expressão tecidual das interleucinas 8 e 17 e correlacionar com a 
presença de neutrófilos em amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por 
pneumopatia grave ocasionada por vírus pandêmico H1N1. 
 
1.2.2 Objetivos específicos 
 
- Realizar a caracterização das amostras estudadas de acordo com o 
gênero, faixa etária e padrão histopatológico da doença; 
- Realizar uma avaliação da expressão imunohistoquímica tecidual das 
interleucinas 8 e 17 em amostras pulmonares parafinadas de pacientes acometidos 
por infecções respiratórias agudas virais graves causadas por vírus pandêmico 
H1N1. 
- Comparar a expressão tecidual das interleucinas 8 e 17 nas amostras 
acima com as amostras pulmonares de pacientes com pneumonias graves não 
pandêmicas, causadas por outros vírus respiratórios.  
- Comparar a expressão tecidual de IL-8 e IL-17 das amostras do grupo 
H1N1 com o grupo controle basal adultos  
- Comparar a expressão tecidual IL-8 e IL-17 das amostras do grupo não 




- Comparar a expressão tecidual das interleucinas 8 e 17 das amostras do 
grupo H1N1 com as amostras do grupo não pandêmico subdivididas em dois 
grupos: grupo influenza (FLUA, FLUB) e grupo não-influenza (RSV, ADv, PIV 1, 2 e 
3). 
- Correlacionar a expressão tecidual das interleucinas 8 e 17 com a 
presença de neutrófilos teciduais, tanto no grupo pandêmico (H1N1) quanto no 
grupo não-pandêmico, em uma tentativa de relacionar a expressão destas 








2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
As doenças infecciosas do trato respiratório inferior são responsáveis por 
90% das mortes por doença respiratória, e determinam 10% de mortes por todas as 
causas em crianças menores de um ano (Kaneko et al., 2002). No Brasil, as 
pneumonias agudas graves são responsáveis por 11% das mortes em crianças com 
idade inferior a um ano, e por 13% na faixa etária entre um e quatro anos, sendo a 
causa mais comum as de etiologia viral e bacteriana (Straliotto et al., 2002).  
Assim, a busca de biomarcadores teciduais ou sanguíneos que permitam a 
detecção de indivíduos mais prováveis de desenvolver infecção respiratória aguda 
grave de vias aéreas inferiores de origem viral, seguida de óbito, é fundamental para 
a prevenção desta doença e de sua morbimortalidade. Pode ser útil ainda na 
instauração de terapêutica mais precoce, mais agressiva e individualizada para 
pacientes susceptíveis ao desfecho fatal ou a internações prolongadas seguidas de 
seqüelas respiratórias. 
 
2.1 A INFECÇÃO AGUDA GRAVE DE VIAS AÉREAS INFERIORES DE ETIOLOGIA 
VIRAL E NÃO VIRAL 
 
As infecções respiratórias agudas graves de vias aéreas inferiores têm como 
seus principais agentes etiopatogênios os vírus e as bactérias. As pneumonias virais 
ou bacterianas podem ser consequência de infecções que se originam no próprio 
trato respiratório superior, progredindo, por contiguidade ou por contaminação por 
meio de aerossóis até atingirem o trato respiratório inferior (bronquíolo terminal e 
alvéolos), como ocorre, por exemplo, nas infecções respiratórias por influenza e 
parainfluenza, além de vírus sincicial respiratório e adenovírus. Estudos sobre a 
patogênese das pneumonias demonstram dois padrões anatomopatológicos básicos 
de lesão de vias aéreas inferiores. As pneumonias causadas por vírus geralmente 
mostram um padrão lesional chamado de pneumonite intersticial, acometendo 
pneumócitos como alvo primário, e cursando com dano alveolar difuso. Em uma fase 
mais avançada, este padrão lesional cursa com organização fibrosa intra-alveolar, 
septal e bronquiolar e com presença de histiócitos e pneumócitos multinucleados. Já 
as infecções bacterianas geralmente cursam com um padrão broncopneumônico de 




quase ausência de fibrose durante o processo de resolução da doença (Knott et al., 
1994). 
 
2.2 A RESPOSTA IMUNO-INFLAMATÓRIA E OS AGENTES VIRAIS 
 
A resposta imunológica celular, observadas nas infecções agudas graves de 
vias aéreas inferiores de origem viral, pode-se observar que linfócitos T CD4+ 
expressam MHC de classe I e II, gerando respostas via linfócitos T CD8+, chamados 
citotóxicos, e produção de IFN-γ e TNF, induzindo a lise de células infectadas e 
apoptose (Chang & Braciale, 2002; Claasen, 2007).  
O quadro clínico de maior gravidade é associado às elevadas cargas virais. 
Entretanto anticorpos neutralizantes parecem exercer um efeito protetor contra as 
formas graves (Bueno et al., 2008). Ainda na pneumonia grave, tem sido observada 
intensa replicação viral local, resposta pró-inflamatória exacerbada e um alto nível 
de ativação das linfócitos T (Shann, 1986).  
São tradicionalmente conhecidos como causadores de pneumonia os vírus 
influenza A e B; parainfluenza 1, 2 e 3; RSV; e adenovírus (Mcintosh, 2002; Nakatani 
et al., 2001). Diversos autores têm estudado a resposta imunológica em pneumonias 
virais agudas, sendo que os padrões de resposta parecem estar relacionados a 
gravidade das lesões pulmonares (Bruder et al., 2006).  
Sabe-se que os vírus respiratórios são capazes de levar a uma hiper-
responsividade das vias aéreas ativando tanto as respostas de linfócitos T auxiliares 
ou helper 1 (Th1) como helper 2 (Th2). Alguns trabalhos relacionaram a infecção 
viral pelo vírus sincicial respiratório e a resposta imunológica desencadeada, 
mostrando que a resposta Th1 é de fundamental importância na patogênese da 
doença (Takala et al., 1993; Thorburn et al., 2006). Outros autores (Chang et al., 
2002) por sua vez, demonstraram que o vírus sincicial respiratório inibe a expressão 
de linfócitos TCD8+ no parênquima pulmonar, bem como o desenvolvimento de 
linfócitos T CD8+ de memória, isto porque o vírus sincicial respiratório parece 
interferir na sinalização dos receptores destas células.  
Além disso, determinados autores (Hirose et al., 2008) citaram a interação 
entre o vírus sincicial respiratório e linfócitos T, que levaria à menor produção de 
citocinas no pulmão, de maneira a suprimir linfócitos T CD4+, resultando em um 




resposta imune Th1 (Estripeaut et al., 2008; Jiang et al., 2009; Chang & Braciale, 
2002).  
O vírus sincicial respiratório, por exemplo, poderia prejudicar a ativação de 
linfócitos T CD4+, levando à supressão da proliferação de linfócitos T, 
especificamente os CD 8+.  O Adenovírus, por exemplo, pode levar à supressão da 
proliferação de células dendríticas pulmonares primárias, fazendo com que os 
linfócitos T CD4+ se tornem irresponsíveis a interleucina-2 (IL-2) em culturas 
primárias (Chung et al., 2008). A partir desta irresponsividade à IL-2, alguns autores 
(Hirose et al., 2008; Shimojo et al., 2008; Tasker et al., 2008) sugeriram que o 
Adenovírus pode levar a um estado de incompetência imunológica pulmonar, 
podendo contribuir para o desenvolvimento de pneumonias com padrão 
anatomopatológico diferente do habitual e também de afecções pós-virais, tais como 
pneumonias virais complicadas por infecção bacteriana.  
 Existem vários tipos de citocinas  que tem propriedades pró e anti-
inflamatórias e são participantes importantes na fase aguda da infecção e em 
respostas imunológicas do organismo. Em vista disto, o padrão de secreção das 
interleucinas pode variar de paciente para paciente e também entre os tipos virais. 
 
2.3  O VÍRUS H1N1 
 
Os vírus da gripe, membros da família Orthomyxoviridae, são importantes 
patógenos respiratórios que podem causar casos esporádicos, epidemias sazonais e 
pandemias periódicas que impactam severamente na saúde humana e na economia.  
Em abril de 2009, um novo vírus influenza A do subtipo H1N1 foi identificado 
em pacientes no México e Estados Unidos e dentro de um curto período de dois 
meses tornou-se a primeira pandemia do século (Bhatnagar et al., 2013).  
De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), a 
pandemia causou um estimado de 61 milhões de casos sintomáticos, 274 mil 
internações, e 12.500 mortes apenas nos Estados Unidos de abril de 2009 a abril 
2010 (Shrestha et al., 2011). Mesmo após a declaração do fim da pandemia pela 
Organização Mundial de Saúde (OMS) em agosto de 2010, o H1N1 continua a 
circular em todo o mundo causando um substancial número de internações e mortes 




A maioria das mortes associadas ao H1N1 ocorre em crianças, jovens 
adultos, mulheres grávidas e em indivíduos com doenças crônicas. O vírus pH1N1 
(pandemic H1N1) tem características clínico-patológicas distintas, e tem sido 
também associado com encefalopatia, outras manifestações neurológicas e 
miocardite (Glaser et al., 2012).  
O H1N1 difere do vírus da gripe sazonal na indução de respostas pró-
inflamatórias em humanos e em modelos animais (Itoh et al., 2009). Estas 
diferenças e a continuidade da circulação mundial do vírus tem destacado a 
necessidade de aprofundar o estudo do tropismo tecidual do vírus e a patogênese 
da doença.  
Alguns estudos relataram achados patológicos em casos humanos usando 
histopatologia e imuno-histoquímica (IHQ) (Nakajima et al., 2012). A IHQ pode 
fornecer conhecimentos em patogênese e tropismo tecidual do vírus demonstrando 
a presença de antígenos virais nos tecidos (Shieh et al., 2010). 
 




A interleucina 8 (IL-8, CXCL8) é uma citocina que possui atividade 
quimiotática para leucócitos específicos, dentre eles o neutrófilo. Ela é produzida 
principalmente por macrófagos, fibroblastos, linfócitos, células endoteliais e células 
musculares lisas (Meniailo et al., 2018). Sua produção não parece ser constitutiva, 
mas induzida por outras citocinas de caráter pró-inflamatório ou ainda pelo contato 
com produtos bacterianos, vírus e produtos virais (Mukaida, 2003). 
Evidências indicam que a IL-8 está envolvida em processos de migração de 
leucócitos nos tecidos. Ela é internalizada por células endoteliais e liberada para 
contato com neutrófilos da corrente sanguínea, promovendo sua adesão à matriz, 
estimulando a migração através do endotélio e do epitélio pulmonar (Mukaida, 2003; 
Kobayashi, 2008). 
Essa citocina tem sido bastante estudada quanto a sua presença em 
doenças pulmonares. Os macrófagos alveolares do epitélio pulmonar são uma 
importante fonte de quimiocinas e produzem a IL-8 (Grommes & Soehnlein, 2011) 




maiores responsáveis pela inflamação e consequentemente pela lesão pulmonar 
(Allen & Kurdowska, 2014). Um estudo ainda demonstrou que a presença de IL-8 foi 
responsável pela supressão da apoptose de neutrófilos (Dunican et al., 2000). 
 O bloqueio da IL-8 em modelos animais com injúria pulmonar aguda 
resultou em uma substancial redução da lesão pulmonar. Isso se deve 
provavelmente pela ausência de neutrófilos geralmente recrutados pela IL8 




A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pró-inflamatória derivada 
principalmente de linfócitos T ativados e tem sido associada à inflamação neutrofílica 
das vias aéreas (Weihler et al, 2007; Fujita et al, 2012; Barlow et al., 2011; Wong et 
al., 2010).  A IL-17 exerce efeitos nas células epiteliais humanas, incluindo a 
estimulação da produção de IL-8, a qual contribui para exacerbar o recrutamento de 
neutrófilos induzidos pela IL-17 (Weihler et al, 2007). 
Os números de linfócitos T expressando IL-17 estão aumentados 
principalmente em vias aéreas de pacientes com asma. Os níveis de IL-17 
costumam ser detectados na expectoração de pacientes com asma e bronquite 
crônica, correlacionando-se a hiperreatividade das vias aéreas (Weihler et al, 2007; 
Barlow et al., 2011).   
Infecções por vírus do grupo Parainfluenza geram um aumento aberrante da 
produção de certas citocinas pelas células infectadas, porém, cultivos celulares de 
fibroblastos pulmonares infectados com o vírus não apresentaram nenhuma 
alteração significativa na produção de IL-17 (Yoshizumi et al., 2010) 
Um estudo em modelo animal infectado com a cepa pandêmica do vírus 
Influenza A H1N1 observou que a deficiência de receptores de IL-17 (IL17-RA) está 
associada a maiores taxas de sobrevivência nestes animais (Crowe et al., 2009), 
isso provavelmente ocorre devido à capacidade de IL-17 induzir a produção de 
diversas quimiocinas como IL-8, o que resulta no recrutamento de neutrófilos até os 
focos infecciosos (Lann et al., 2002; Crowe et al., 2009; Lidén et al., 2000; 
Kawagushi et al., 2004).  
Infecções por Influenza A parecem apresentar uma neutrofilia importante 




induzido por IL-17 leva a danos teciduais, os quais são bastante significativos do 
ponto de vista clínico, podendo até mesmo levar a óbito (Lidén et al., 2000).  
Na tentativa de elucidar a pandemia de H1N1 ocorrida em 2009, um estudo 
utilizou ratos knockout para IL-17 como modelo, os quais apresentaram níveis mais 
elevados desta interleucina em comparação aos animais com expressão normal 
para IL-17, demonstrando ter um papel fundamental em infecções por Influenza A 




Os neutrófilos são os mais numerosos leucócitos circulantes e a primeira 
linha de defesa contra patógenos e, por isso, estão associados à imunidade inata 
(Nemeth & Mocsai, 2012). São células prontamente recrutadas para os tecidos após 
lesão, com ou sem infecção, por fatores quimiotáticos, dentre eles IL-8 e IL-17. 
Como essas células são recrutadas durante a fase aguda da infecção, pela secreção 
de mediadores como as quimiocinas e interleucinas, a presença deles pode ser um 
indicativo de que os mediadores relacionados ao seu recrutamento, estão 
executando a função esperada. 
Equipados com diversos receptores de superfície celular para o 
reconhecimento de patógenos e inflamação, os neutrófilos são efetores que 
destroem microorganismos patogênicos e lesionam tecidos afetados através da 
produção de diversos fatores de defesa, como espécies reativas do oxigênio, 
peptídeos antimicrobianos e proteases, muitos com potencial para determinar mais 
lesão tecidual (Bratton & Henson, 2011; Grommes & Soehnlein, 2011, Nemeth & 
Moscai, 2016). 
Os neutrófilos começam a chegar ao local de infecção/inflamação minutos 
após a lesão e podem persistir por vários dias antes de serem fagocitados por 
macrófagos. Durante este período são importante fonte de citocinas pró-
inflamatórias (Parkos, 2016). Eles são continuamente reabastecidos na corrente 
sanguínea durante a homeostase e sua provisão é aumentada durante uma infecção 
ou lesão significativa. Sua remoção homeostática da circulação coincide com sua 
produção e é mediada por macrófagos e estroma da medula óssea (Bratton & 




No sistema respiratório, a migração de um grande número de neutrófilos 
está associada a uma infinidade de infecções pulmonares, bronquite crônica e 
respostas alérgicas (Parkos, 2016). 
Doenças respiratórias causadas por infecção viral apresentam uma relação 
estreita com a presença de neutrófilos e a lesão tecidual causada por eles. Há 
indícios de que a morte de pacientes na fase aguda da síndrome respiratória aguda 
grave (SARS) é caracterizada por uma resposta inflamatória pulmonar crítica 
acompanhada do acúmulo maciço de neutrófilos, aumento da permeabilidade 
vascular e alta produção de citocinas e quimiocinas (Ichikawa et al., 2013). 
Estudos com animais infectados com cepas do vírus influenza A H1N1 
demonstraram um recrutamento aumentado de neutrófilos após infecção, sugerindo 
respostas exacerbadas que contribuem para a doença durante infecções graves 
(Tate et al., 2011).  
Segundo Cheng & Palaniyar (2013) os neutrófilos são encontrados em 
concentrações mais elevadas nos capilares pulmonares do que no tecido sanguíneo, 
mesmo na ausência de estímulos inflamatórios, o que permite a migração rápida 
para os pulmões em caso de lesão. Em um modelo animal de infecção pelo 
influenza, amostras de lavado broncoalveolar mostraram um predomínio de 
neutrófilos em relação a macrófagos e monócitos e indicando que a ativação de um 
grande número dessas células pode contribuir para a patogênese da infecção viral 





3 MATERIAL E MÉTODOS   
 
Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa humana do 
Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná sob o número 2.426.757. 
 
3. 1 Amostras do Experimento e Controles 
 
Os casos do Grupo Pandêmico H1N1 compreendem amostras pulmonares 
provenientes de necropsias de pacientes, cuja causa da morte foram infecções 
respiratórias agudas graves ocasionadas por vírus pandêmico H1N1 (n=10) durante 
a pandemia de 2009. A faixa etária dos pacientes variou de 21 a 61 anos de idade, 
incluído ambos os gêneros. A comprovação da infecção por H1N1 foi feita pelo 
método da PCR em todos os 10 pacientes deste estudo. Para a genotipagem do 
Influenza A em (H1N1)pdm09, nós utilizamos a RT- qPCR (Reação 
da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da polimerase em Tempo 
Real). A amplificação do genoma viral foi realizada com o Kit 
Invitrogen SuperScriptTMIII Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR, que é capaz 
de sintetizar e amplificar o cDNA em um mesmo protocolo e utiliza como fluorocromo 
a sonda TaqMan® ligada ao fluoróforo FAM - sistema de fluorescência específico do 
tipo sonda por hidrólise, protocolo fornecido pelo CDC/2009. 
Para os casos do Grupo Não Pandêmico, foram utilizadas amostras 
pulmonares provenientes de necropsias de pacientes pediátricos, cuja causa da 
morte foram infecções respiratórias agudas virais graves não pandêmicas (n=67). A 
partir de 794 casos de necropsias pediátricas com doença respiratória grave (entre 
os anos de 1960 a 2004), foram selecionados 193 casos para este estudo, os quais 
apresentavam blocos em parafina que continham amostras de pulmão em boas 
condições para reação imunohistoquímica. Todos os casos foram testados para 
vírus respiratórios através do mesmo protocolo de imunohistoquímica abaixo 
descrito, com os anticorpos monoclonais antivírus Sincicial Respiratório (VSR), anti-
adenovírus (AdV), anti-parainfluenza 1, 2 e 3 (PIV1, PIV2, PIV3) e anti-influenza A e 
B (FLUA e FLUB) da LIGHT DIAGNOSTICS™ Respiratory Viral Screen DFA Kit 
(CHEMICON International, Inc., Temecula, USA). Destes 193 casos testados, 68 




utilizados para compor o grupo não pandêmico deste estudo. A faixa etária deste 
grupo variou de um mês até 14 anos de idade, incluindo ambos os gêneros14, 15, 16. 
Para ambos os grupos, pandêmico H1N1 e não pandêmico, foi realizada 
pesquisa direta aos laudos das necropsias e as datas dos óbitos foram registradas 
bem como o gênero e a idade dos pacientes. As datas dos óbitos foram utilizadas 
para definir a sazonalidade, que foi dividida em meses quentes e frios. A sobrevida 
foi definida como o período compreendido entre o internamento/diagnóstico e o 
óbito14, 15, 16. 
Os padrões anatomopatológicos encontrados nas amostras deste estudo 
foram revisados em lâminas coradas em hematoxilina-eosina (HE) e foram 
classificados em: padrão A – broncopneumonia e padrão B – pneumonite intersticial. 
Os mesmos cortes em HE também foram usados para a localização das áreas 
amostrais que foram utilizadas para construção de blocos parafinados 
multiamostrais (TMA) com quatro amostra por caso, sendo elas, 2 áreas 
peribrônquicas e 2 periféricas subpleurais. Os blocos em TMA foram utilizados para 
realizar as reações imunoistoquímicas14, 15, 16. 
Com o intuito de verificar a concentração tecidual das interleucinas (IL-8 e 
IL-17), bem como as contagens teciduais de neutrófilos em amostras de pulmão sem 
alterações anatomopatológicas, foram construídos TMAs de outros dois grupos 
controles: o Grupo Controle Basal Adultos (n=11) e o Grupo Controle Basal 
Crianças (n=19). Estes grupos foram separados e avaliados da mesma maneira 
acima descrita para os grupos pandêmico H1N1 e não pandêmico, e são compostos 
por amostras pulmonares provenientes de necropsias de pacientes que vieram a 
óbito por causas diversas, não envolvendo a presença de lesões pulmonares14, 15,16. 
A faixa etária do Grupo Controle Basal Crianças variou de 2 meses a 13 anos com 
ambos os gêneros distribuídos de forma homogênea, enquanto do Grupo Controle 
Basal Adultos de 18 anos a 60 anos, com predomínio de amostras provenientes de 
pacientes do gênero masculino, seguindo a regra do grupo de estudo H1N1.   
Para os efeitos de comparação dos resultados de expressão tecidual de IL-8 
e IL-17 e da contagem tecidual de neutrófilos, o grupo não pandêmico também foi 
subdividido conforme a presença ou ausência de imunopositividade para vírus FLUA 
e FLUB (Grupo Com Vírus Influenza, n=23 e; Grupo Sem Vírus Influenza, n=44). 
Sendo assim, o grupo com vírus Influenza compreende as amostras que foram 




amostras que foram identificadas com outros tipos virais, tais como RSV; AdV; PIV1; 
PIV2; PIV3. 
 
3. 2  Ensaios imunohistoquímicos 
 
A identificação das Interleucinas 8 e 17 nas amostras parafinadas dispostas 
em TMA se deu por meio da técnica de imunohistoquímica, onde foram utilizados 
anticorpos primários contra as proteínas em questão (anti-IL-8 anticorpo policlonal 
de coelho, Abcam, Cambridge, UK , diluição 1:200 e anti IL-17 anticorpo policlonal 
de coelho, Abcam, Cambridge, UK, diluição 1:200). O protocolo de 
imunohistoquímica utilizou incubação dos anticorpos primários em câmara úmida, 
com temperatura entre 2 e 8º C, overnight. O polímero secundário (Reveal 
Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring Bioscience, CA, USA) foi incubado 
com o material por 25 minutos em temperatura ambiente. Para a revelação, foi 
adicionado complexo 2, 3, dimino-benzidina + substrato peróxido de hidrogênio, por 
3 minutos e após realizado a contra-coloração com hematoxilina de Harris. 
 
3. 3  Análises das Interleucinas 8 e 17 
 
As lâminas de TMA imunocoradas foram submetidas ao scanner de lâminas 
Axio Scan.Z1 da marca Zeiss, em aumento de 40 vezes e a expressão tecidual dos 
biomarcadores estudados foi medida em porcentagem por campo de grande 
aumento em 16 campos, determinada pelo programa de análise morfométrica Image 
Pro Plus ® 4.5 (Media Cybernetics ® - Rockville, Maryland, USA) 14,15, 16. 
 
3. 4  Contagem de neutrófilos 
 
A partir dos blocos de TMA, foram confeccionadas lâminas com coloração 
de Hematoxilina-Eosina e em seguida submetidas ao scanner de lâminas Axio 
Scan.Z1 da marca Zeiss, em aumento de 40 vezes, com a finalidade de gerar 
imagens em alta resolução para efetuar a contagem de neutrófilos. As imagens 
foram selecionadas de acordo com as áreas de maior concentração de neutrófilos 
na amostra, sendo obtidas 10 imagens por caso. A contagem foi realizada utilizando 




cada célula encontrada foi marcada para posterior checagem. Foram contabilizados 
os neutrófilos que se encontravam apenas no septo alveolar. Ao final, obteve-se a 
média do número de células de cada amostra, com o propósito de se realizar a 
análise estatística comparativa entre os grupos estudados.  
 
3. 5  Análise estatística 
 
Os resultados de variáveis quantitativas foram descritos por média, desvio 
padrão, mediana, mínimo e máximo. Para variáveis categóricas foram apresentadas 
frequências e percentuais. A comparação de dois grupos, em relação a variáveis 
quantitativas, foi realizada usando-se o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. 
Para analisar a associação entre duas variáveis quantitativas foi estimado o 
coeficiente de correlação de Spearman. A condição de normalidade das variáveis foi 
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de p<0,05 indicaram significância 
estatística. Os dados foram analisados com o programa computacional IBM SPSS 





4 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 
 
Este trabalho visa identificar a possível influência da interleucina 17 na lesão 
tecidual pulmonar causada pela infecção pelo vírus Influenza A H1N1, cepa da 
pandemia de 2009.  
Dessa forma, esta pesquisa foi dividida em duas partes. Inicialmente 
produzimos um trabalho sobre a expressão tecidual pulmonar de interleucina 17 em 
pacientes que foram a óbito por pneumonias virais causadas por vírus sazonais não 
pandêmicos em 2005. Este estudo está relatado no primeiro artigo desta tese, o qual 
já foi submetido para International Journal of Molecular Sciences (IJMS).  
Em um segundo momento, o papel das interleucinas 8 e 17 e a presença de 
neutrófilos foi avaliado nas amostras teciduais pulmonares de pacientes que foram a 
óbito por pneumonia causada por influenza A H1N1 em 2009. Neste segundo artigo, 
as análises da interleucina 8 e a contagem de neutrófilos foram somadas as análises 
da expressão de interleucina 17 a fim de melhor avaliar a efetividade desta última 
como recrutadora de polimorfonucleares (neutrófilo). Além disso, os resultados 
obtidos com a população estudada no primeiro artigo foram comparados com os 
resultados obtidos nas amostras do grupo H1N1. Este segundo artigo está em fase 
final de redação.  
Desta forma, esta tese será apresentada sob a forma dos dois referidos 
artigos: 
4.1 Artigo 1 
Artigo submetido à revista International Journal of Molecular sciences: 
 
Thank you very much for uploading the following manuscript to the MDPI  
submission system. One of our editors will be in touch with you soon. 
 
Journal name: International Journal of Molecular Sciences 
Manuscript ID: ijms-502466 
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Resumo: Um grande número de citocinas parece desempenhar papel importante em processos 
inflamatórios agudos que levam ao remodelamento pulmonar e à fibrose pulmonar, que podem ser 
responsáveis pelas altas taxas de morbimortalidade associadas à pneumonia viral aguda não 
pandêmica na infância. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel da IL-17 em uma população 
pediátrica que morreu com pneumonia viral aguda não-pandêmica em comparação com o grupo de 
pneumonia não-viral. Amostras de pulmão de necropsia (n = 193) de crianças que morreram após 
pneumonia por infecção aguda grave foram selecionadas e processadas para detecção de antígeno 
viral por imunohistoquímica. Depois disso, foi separado em dois grupos: amostras positivas para 




presença de IL-17 no tecido pulmonar. O grupo positivo para vírus mostrou uma marcação 
imunológica mais forte para a IL-17 (p = 0,020). O resultado deste estudo pode sugerir que a IL-17 
desempenha um papel importante na manutenção da infecção viral e das lesões pulmonares, pois essa 
citocina pode eventualmente induzir a produção de agentes antiapoptóticos e produzir quimiotaxia 
de neutrófilos. Esses aspectos ajudam a aumentar a gravidade do processo infeccioso, levando a uma 
maior morbidade e mortalidade nesses pacientes. 
 






As infecções respiratórias agudas são responsáveis por uma alta taxa de atendimento médico 
e hospitalização no mundo. A etiologia viral em si, representa importante causa de morbidade e 
mortalidade, principalmente entre crianças menores de cinco anos de idade [1]. 
Pneumonia é um termo genérico usado para descrever a inflamação aguda do trato 
respiratório inferior e é uma causa primária de hospitalização e morte em crianças menores de cinco 
anos em todo o mundo [2-9]. Vírus e bactérias são os agentes etiológicos mais comuns [4-6] e um 
aumento na incidência de pneumonia viral na última década foi observado, talvez devido ao 
surgimento de novas cepas de vírus e à melhora das técnicas de diagnóstico, permitindo um 
diagnóstico virológico mais preciso. 
Muitos tipos de vírus estão envolvidos com a hospitalização devido a infecções virais, mas o 
agente mais frequentemente identificado em infecções do trato respiratório inferior é o Vírus Sincicial 
Respiratório (VSR), que tem distribuição mundial e circula principalmente nos meses de inverno [10-
13]. . 
Outro vírus envolvido com infecção respiratória é o adenovírus, que é causa frequente de 
infecções auto-limitantes do trato respiratório superior [14]. Infecções adenovirais do trato respiratório 
inferior são infrequentes, esporádicas e mais comumente associadas aos tipos de adenovírus 3, 5 e 7 
[15-19]. 
As epidemias e pandemias de influenza representam um sério problema de saúde em todo o 
mundo, e o fato de que certos segmentos da população serem mais suscetíveis a infecções graves 





A interleucina-17, também conhecida como IL-17A, é a citocina característica de um novo 
subconjunto T-helper denominado Th17 [25-28]. Macrófagos e neutrófilos são também as principais 
fontes de IL-17 [29-30], e o receptor de IL-17 (IL-17RA) é expresso em níveis particularmente altos em 
tecidos hematopoiéticos [25,31]. Esta interleucina tem papel importante na ligação da imunidade inata 
e adaptativa; está envolvida na defesa do hospedeiro contra patógenos extracelulares [32-38] e, 
juntamente com a IL-6, também desempenha papel na promoção da persistência viral pela inibição da 
apoptose celular e da função das células T citotóxicas [39-41]. A IL-17 também tem um papel de 
induzir a produção de quimiocinas que recrutam neutrófilos para o foco infeccioso. 
Com base neste possível envolvimento da IL-17 no processo inflamatório e anti-apoptótico, 
testamos a hipótese de que a expressão tecidual dessa proteína pode desempenhar o papel de induzir 
lesões pulmonares em pneumonias virais agudas letais não pandêmicas na população pediátrica. 
Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a expressão tecidual da IL-17 em amostras de 
pulmão de necropsia, obtidas de crianças com pneumonia viral aguda não-pandêmica letal, e 
comparando com grupo de pneumonia aguda não-viral e não-letal. 
2. Materiais e métodos 
 
População de estudo 
De 794 casos pediátricos envolvendo necropsia (ocorrendo entre 1960 e 2004) e cuja causa de 
morte foi pneumonia aguda letal e não pandêmica, foram selecionadas 193 amostras de tecido 
pulmonar parafinado, fixadas em formalina (FFPE). As amostras foram então classificadas em dois 
grupos considerando a presença viral: positiva para vírus (n = 68) e negativa para vírus (n = 125) [42-
45]. O comitê de ética do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná revisou e aprovou o 
estudo (número de registro 1099.138 / 2005; 30 de agosto de 2005). 
Na seqüência, as amostras foram categorizadas segundo sexo, idade, sazonalidade, padrão 
patológico e sobrevida. Em relação à idade, os pacientes foram divididos em menores de 1 ano e 
maiores de 1 ano. Para contabilizar a sazonalidade, classificamos as amostras de acordo com a 
ocorrência da morte das crianças, se durante os meses frios ou quentes. Os padrões 
anatomopatológicos foram divididos em broncopneumonia ou pneumonite intersticial. A sobrevida 
foi definida como o período de tempo entre a data do internamento e a data da morte. 
Todos os casos já haviam sido testados quanto à presença de vírus sincicial respiratório (VSR), 
anti-adenovírus (AdV), anti-parainfluenza 1, 2 e 3 (PIV1, PIV2 e PIV3) e anti-influenza A e B (A FLU e 
B FLU) usando imuno-histoquímica, e eles foram divididos em 2 grupos: positivos para o vírus e 






Os blocos de parafina de tissue microarray (TMA) utilizados para realizar as reações imuno-
histoquímicas continham duas amostras de pulmão por caso com 3mm de diâmetro cada. 
Para observar a expressão de interleucina-17 nos septos alveolares utilizando imuno-
histoquímica, utilizou-se os anticorpos primários anti-IL-17 (coelho policlonal; ambos 1: 600; ambos da 
Bioss ™). Todos os ensaios de imuno-histoquímica incluíram tanto um controle negativo (com 
supressão de anticorpo primário) como um controle positivo. 
Um ensaio de imunoperoxidase modificado foi parte da imuno-histoquímica, conforme 
relatado por Chong e colegas (2009). A recuperação antigênica foi realizada usando um BioSB ™ 
ImmunoRetriever. Amostras de tecidos foram incubadas com os anticorpos primários (IL-17) em 
câmara úmida em temperatura ambiente por uma hora. As incubações com o anticorpo secundário 
(Sistema Dako Advance ™ HRP, DakoCytomation, Inc., CA, EUA) foram realizadas durante 30 
minutos. Incubações com substrato de 3,3'-diaminobenzidina e peróxido de hidrogênio 
(DakoCytomation, Inc., CA, EUA) foram realizadas por 3 minutos para visualizar coloração positiva. 
As lâminas de TMA foram examinadas por um observador que não tinha conhecimento 
prévio dos resultados dos testes virais usando um microscópio óptico BX50 Olympus (Japão) com 
uma ampliação de 40 vezes. Para cada caso, 8 campos de grande aumento foram selecionados 
aleatoriamente, e a área de imunomarcação no septo alveolar foi quantificada usando o programa de 
análise de imagem Image-Pro Plus™. A imunoexpressão tecidual média da IL-17 por micrômetro 
quadrado (μm2) foi determinada em cada HPF. 
 
Análise estatística 
A análise estatística foi realizada no programa SPSS (versão 20.0). Os resultados foram 
expressos como média, mediana e desvio padrão, frequências ou porcentagens. Para comparar as 
variáveis quantitativas entre os grupos, foi realizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. Para 
comparar as variáveis categóricas entre os grupos, foi realizado o teste exato de Fisher ou o teste qui-
quadrado. A análise de sobrevida univariada foi feita com o método de Kaplan-Meier e o teste de Log-
rank. A análise multivariada foi realizada incluindo variáveis com p <0,20 na análise univariada ou 




A população do estudo foi de 193 necropsias pediátricas (107 homens e 86 mulheres) 




diferença observada na figura 1. Características clínicas como idade, sexo ou sazonalidade, padrões 
anatomopatológicos, sobrevida e expressão tecidual da IL-17 estão listados na tabela 1. 
 
Figura 1:  Reação de imunohistoquímica para amostras vírus-positivo x vírus-negativo 
 
 
A- Reação imunoshistoquímica para com anticorpo anti- IL-17 em amostra do grupo positivo para vírus. B- 
Reação imunoshistoquímica para com anticorpo anti- IL-17 em amostra do grupo negativo para vírus. Imagem obtida 
utilizando o scanner de lâminas da Zeiss AxioScan em objetiva com aumento de 20x. 
 
 
Tabela 1. Características basais da população em relação à classificação em dois grupos 
considerando a presença viral. 
Características Básicas da População 
Vírus-positivo 
n = 68 
Vírus-negativo 
n = 125 




























































Teste de T-Student; ** Quiquadrado de Fisher; *** teste de Wilsconson; §Média + Desvio Padrão; † expressão tecidual de IL-17 
de acordo com a curva mediana (micrômetros quadrados) por campo de alta potência. IG, idade gestacional. 
 
Em relação à sazonalidade, 63,2% (122) da amostra estavam concentrados nos meses mais 
frios e 36,8% nos meses considerados quentes. 
As manifestações clínicas de todos os pacientes (n = 193) apresentados ao diagnóstico foram: 
febre (n = 4, 3,3%); tosse (n = 28, 23,0%); febre e tosse (n = 29, 23,8%) e 61 (50,0%) indivíduos 
apresentaram infecção respiratória aguda. As manifestações clínicas foram comparadas à expressão 
tecidual de IL-17 sem resultados significativos (dados não mostrados). 
Hemoculturas para bactérias no grupo soropositivo tiveram 40 (58,82%) e 28 (41,18%) 
resultados positivos e negativos, respectivamente. Por outro lado, no grupo com vírus negativo, 73 
(58,4%) pacientes não têm hemocultura para bactérias relatadas nos registros. No grupo com vírus 
negativo que fez hemocultura (n = 52), 27 (51,92%) tiveram resultados positivos. As bactérias 
identificadas foram: Escherichia coli, Escherichia coli - Beta-Lactamases de Espectro Estendido (E. 
ESBL), Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae - Beta-Lactamases de Espectro Estendido (K. 
ESBL), Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophiticus, Streptococcus 
pneumoniae. Entre as linhagens bacterianas, K. ESBL e Staphylococcus aureus apresentaram a maior 
prevalência, com 8,9 e 5,3%, respectivamente. A hemocultura para bactéria foi comparada à expressão 
tecidual de IL-17 sem resultados significativos (dados não mostrados). 
A expressão tecidual da IL-17 foi determinada de acordo com a área média (micrômetros 
quadrados) por campo de grande aumento. Quando a expressão de IL-17 foi avaliada pela mediana, 
os casos positivos para o vírus mostraram forte expressão tecidual de IL-17 em comparação com casos 
negativos para o vírus (p = 0,020). 
Na tabela 2 é mostrado o vírus encontrado na população estudada e a relação da expressão da 




significativa de IL-17 quando comparados ao grupo negativo para vírus. A co-infecção viral foi 
observada em 41 (57,7%) casos. 
 






*Qui-quadrado de Pearson; † Expressão tecidual de IL-17 de acordo com a curva mediana (micrômetros quadrados) 
por campo de alta potência. SD, desvio padrão; VSR, vus sincicial respiratio; Adv, adenovírus; PIV, parainfluenza; 
GRIPE, gripe. 
 
A Tabela 3 mostra a associação da expressão tecidual da IL-17 e características basais dos 
pacientes. Nenhum resultado significativo foi encontrado. 
 
Tabela 3. Características basais da população em relação ao padrão de IL-17. 
 
Características Basais IL-17 (fraco) † IL-17 (forte) † valor de p * 
Idade 
< 1 ano 53 (60.2) 56 (62.9) 
0.713 
> 1 anor 35 (39.8) 33 (37.1) 
Gênero 
 
Masculino 46 (52.3) 53 (59.6) 
0. 329 
Feminino 42 (47.7) 36 (40.4) 
Tipo viral 
Virus-positivo Virus-negativo 
valor de p * 
n Media+DP † n Media+DP † 
RSV 41 3715+3318 114 2870+2203 0.136 
AdV 23 3260+3087 114 2870+2203 0,569 
PIV 1 11 3278+3284 114 2870+2203 0,694 
PIV 2 16 5068+4066 114 2870+2203 0,050 
PIV 3 25 3702+3255 114 2870+2203 0,233 
FLU A 17 5167+3777 114 2870+2203 0,025 





Meses Quentes  33 (37.5) 32 (36.0) 
0.831 
Meses Frios 55 (62.5) 57 (64.0) 
Padrão Histopatológico 
Broncopneumonia 65 (73.9) 75 (84.3) 
0.089 Pneumonite 
Instersticial 
23 (26.1) 14 (15.7) 
Sobrevida (dias) §  13.5+6.8 13.0+7.1 0.563 
*Qui-quadrado de Pearson; §Mean + Desvio Padrão; † Classificação fraca e forte com base na expressão tecidual de IL-
17 de acordo com a curva mediana (micrômetros quadrados) por campo de alta potência. 
 
Acessamos a contagem de células CD4 +, CD8 +, CD14 +, CD25 + e neutrófilos de outro estudo 
com a mesma população [44]. Não há correlação entre a expressão tecidual de IL-17 e infiltrações 




Muitas citocinas estão envolvidas no aumento da persistência viral e na elevação da resposta 
das células Th17 nas lesões pulmonares. Neste estudo retrospectivo, descrevemos a associação da 
expressão tecidual pulmonar de IL-17 em crianças com pneumonia viral aguda não-pandêmica letal. 
O padrão histológico predominante, mesmo em amostras com positividade viral, foi 
broncopneumonia, embora sem significância estatística. Este padrão morfológico é característico de 
infecções pulmonares bacterianas. No entanto, também foi descrito para pneumonia por vírus. Além 
disso, acredita-se que os vírus respiratórios favorecem a entrada e disseminação de bactérias sistêmica 
e localmente [46,47]. Em um estudo prospectivo, a incidência de co-infecções bacterianas mostrou um 
curso clínico mais grave [48,49]. 
Nossos resultados mostram 67 pacientes pediátricos com hemocultura positiva para bactérias 
(55,8%), sendo Kleibseria ESBL e Staphylococcus aureus os mais prevalentes. Estes tipos bacterianos 
são comumente encontrados em processos infecciosos e podem ser o resultado de infecção secundária 
após infecção viral. 
A IL-17 é produzida principalmente por células T CD4 +, mas células epiteliais, fibroblastos, 
células endoteliais também produzem essa citocina [50,51]. Nos casos positivos para o vírus, a 
expressão tecidual mais alta da IL-17 foi estatisticamente significativa (p = 0,020) quando comparada 
aos casos negativos para o vírus. Além disso, não houve correlação entre a infiltração celular nas 




Os papéis das citocinas efetoras Th17 na defesa do hospedeiro foram extensivamente 
revisados. Ye e colaboradores (2001) demonstraram que camundongos IL-17RA - / - são altamente 
suscetíveis à infecção pulmonar por K. pneumoniae [52]. A IL-17 pode promover a persistência viral 
pela inibição da apoptose celular e da função das células T citotóxicas, e ter uma regulação positiva 
sinérgica, com IL-6, da expressão de Bcl-2 e Bcl-xL [39]. Assim, a IL-17 apresentou-se como uma 
interleucina, desempenhando papéis na resposta inflamatória, bem como resistência à atividade de 
apoptose contra células infectadas por vírus. 
Uma característica interessante foi a associação com alguns dos tipos virais. O parainfluenza 2 
(PIV2) mostrou significância limítrofe (p = 0,050) demonstrando maior expressão de tecido de IL-17 
quando comparado ao grupo negativo de vírus. Existem vários tipos de vírus influenza e eles têm 
como alvo as células epiteliais das vias aéreas [53]. Anticorpos, produzidos por esses vírus, são 
protetores contra reinfecções com o mesmo sorotipo; no entanto, eles não fornecem imunidade 
heterossensível a vírus sorologicamente distintos [53,54]. Portanto, a modulação da imunidade Th17 
pelos vírus influenza aumenta a patologia pulmonar e a suscetibilidade à pneumonia bacteriana 
secundária. As infecções por vírus parainfluenza geram um aumento anormal na produção de certas 
citocinas pelas células infectadas, embora as culturas de fibroblastos de células pulmonares infectadas 
com o vírus não tenham mostrado nenhuma mudança significativa na produção de IL-17 [55]. 
O vírus influenza tipo A (FLUA) apresentou maior expressão tecidual de IL-17 quando 
comparado ao grupo negativo (p = 0,025; tabela 2). As epidemias sazonais de influenza causadas pelos 
vírus influenza A e B ocorrem anualmente durante o inverno nas regiões temperadas, resultando em 
cerca de 3 a 5 milhões de casos de doenças graves e 250.000 a 500.000 mortes em todo o mundo a cada 
ano [56]. As infecções do trato respiratório provocam uma resposta imune robusta, que é necessária 
para uma depuração eficiente do vírus, mas ao mesmo tempo pode contribuir para o dano pulmonar e 
aumentar a morbidade [57-59]. Além de funções importantes na depuração de vírus, as células T CD8 
+ também podem servir como um importante contribuinte para o desenvolvimento de inflamação 
excessiva e lesão pulmonar aguda após a infecção pelo vírus [59]. A neutrofilia em infecções por 
influenza A tem sido relatada, e o recrutamento excessivo de neutrófilos nas vias aéreas, causado pela 
IL-17, leva a um dano tecidual bastante significativo do ponto de vista clínico. Esses danos podem 
levar à morte [44,60]. 
Indivíduos com baixa idade compuseram nossa amostra e isso pode ser um fator de confusão. 
Esse aspecto poderia introduzir um viés, já que indivíduos com pouca idade acabam produzindo 
menos defesas, por exemplo. Outra limitação é que o tamanho da amostra pode ser considerado 




Algumas perspectivas futuras no manejo de pacientes pediátricos poderiam ser sugeridas, 
como a inclusão de identificação dos tipos virais precocemente. Um aspecto importante é o uso 
sempre presente da tecnologia de biologia molecular. Entre eles, a reação em cadeia da polimerase 
(PCR) é freqüentemente usada para rastrear a infecção pelo vírus. Como o manejo adequado desses 
pacientes depende do diagnóstico precoce e da diferenciação de outras condições, a PCR pode ser 
uma ferramenta valiosa [61,62]. Mais recentemente, o desenvolvimento de ensaios de PCR em tempo 
real permitiu a quantificação do vírus. A determinação e o monitoramento sanguíneo do vírus podem 
ser importantes para o tratamento e o prognóstico dessas infecções, e estão se tornando amplamente 
aceitos, especialmente para a população pediátrica. Além disso, a incorporação de novos agentes que 
visam bloquear as ações da IL-17 é uma maneira promissora de tratar doenças como a artrite 
reumatóide. Genovese e colaboradores (2010) mostraram que o anticorpo monoclonal anti-IL-17 
humanizado por LY2439821, quando adicionado com drogas anti-reumatóides que modificam a 
doença oral, melhora os sinais e sintomas da artrite reumatóide [63]. Assim, temos novas ferramentas 
que ajudam a melhorar o manejo desse grupo de pacientes suscetíveis. 
Nossos resultados mostram que a presença de diferentes tipos de vírus pode estar 
indiretamente estimulando níveis mais altos de expressão de IL-17. Este aumento da expressão 
tecidual da IL-17 estava causando atração excessiva de neutrófilos, o que pode estar contribuindo para 
o aumento do dano ao tecido pulmonar. No entanto, a maior presença de IL-17 também estava 
impedindo os mecanismos de defesa apoptótica da célula pulmonar infectada. Assim, o processo de 
infecção viral permaneceria por mais tempo e, por esse motivo, a infecção poderia atingir as porções 
pulmonares inferiores. Portanto, a IL-17 contribui para o aparecimento e progressão do dano tecidual 
pulmonar, trazendo consigo altas taxas de mortalidade. 
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Introdução: As infecções agudas das vias aéreas representam uma importante causa de 
morbimortalidade em todo o mundo na infância. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) 
revelam que, na última década, cerca de um terço da mortalidade mundial em crianças foi devida a 
infecção respiratória aguda severa das vias aéreas inferiores. Em abril de 2009, um novo vírus 
Influenza A H1N1 foi identificado e, em pouco tempo, tornou-se a doença pandêmica do século. O 
vírus pandêmico (pH1N1) é diferenciado do vírus da gripe sazonal (H1N1) pela maneira como induz 
uma resposta pró-inflamatória em humanos e modelos animais. As diferenças e a continuidade da 
circulação mundial do vírus evidenciaram a necessidade de aprofundar os estudos sobre esse vírus. 
Assim, a busca por biomarcadores sanguíneos ou teciduais é essencial para a prevenção dessa doença 
e sua morbidade e mortalidade. 
Objetivo: Avaliar a expressão de interleucinas teciduais 8 e 17 (IL-8 e IL-17) e o número de neutrófilos 
em amostras pulmonares de pacientes que morreram por pneumopatia grave causada pelo vírus 
pandêmico H1N1, correlacionando com a expressão em amostras de - Casos de pandemia. 
Métodos: Dez amostras pulmonares de adultos que morreram de uma infecção respiratória aguda 
grave causada pelo vírus pandêmico H1N1 (grupo H1N1 pandêmico). Além disso, 67 amostras 
pulmonares de crianças que morreram de uma infecção respiratória aguda grave causada pelo vírus 
não-pandêmico (grupo não-pandêmico). Amostras pulmonares adicionais de adultos (grupo controle 
basal adulto = 11) e crianças (grupo controle basal pediátrico = 19) que morreram de uma variedade de 
causas, excluindo qualquer doença pulmonar, também foram incluídas. Todas as amostras foram 
fixadas em formol e incluídas em parafina (FFPE) e as secções de lâminas foram coradas com 
hematoxilina e eosina (H & E). As lâminas em H & E foram usadas para a classificação histopatológica 
do dano pulmonar, o número de neutrófilos avaliados e a seleção de áreas para produzir o microarray 
tecidual (TMA). A identificação de IL-8 e IL-17 nas amostras foi realizada pela técnica de 
imunohistoquímica (IHQ). O software Image Pro plus ™ analisou a expressão tecidual das 
interleucinas e avaliou o número de neutrófilos.  
Resultados: Um aumento da expressão tecidual de IL-17 e IL-8, e um número maior de neutrófilos 
foram identificados nas amostras do grupo H1N1 pandêmico quando comparado ao grupo não-
pandêmico. 
Conclusões: Sugere-se que o vírus H1N1, circulante e responsável pelo episódio pandêmico de 2009, 
apresenta alta virulência e, portanto, provoca uma resposta exacerbada do sistema imunológico do 
hospedeiro. Essa resposta é caracterizada, principalmente, pela presença de neutrófilos que aumentam 
o dano pulmonar, o que resulta no agravamento do estado dos pacientes e, consequentemente, na 
diminuição do tempo de sobrevida. 
 
Palavras-chave: vírus, IL-8, IL-17, H1N1, imuno-histoquímica. 
1. Introdução 
 
As infecções agudas das vias aéreas constituem uma causa importante de morbidade e 
mortalidade na infância, particularmente nos países em desenvolvimento1,2. É a principal causa de 
morte em crianças menores de 5 anos fora do período neonatal3. A pneumonia matou 920.136 crianças 
menores de 5 anos em 2015, respondendo por 15% das mortes nessa faixa etária4. É também a segunda 
causa de anos de vida perdidos devido à mortalidade prematura e uma das causas mais frequentes de 
hospitalização5,4,6. No Brasil, a pneumonia aguda grave é responsável por 11% das mortes em crianças 




as mais comuns1,7. 
Surtos atuais do vírus Influenza são esperados a cada 8-41 anos, semelhantes aos do subtipo do 
vírus Influenza A H1N1, ocorrido em 20098. Segundo os Centros de Controle e Prevenção de Doenças 
(CDC), a pandemia causou 61 milhões de casos sintomáticos, 274.000 internações e 12.500 óbitos 
apenas nos Estados Unidos de abril de 2009 a abril de 20109. A pneumonia severa é apontada como 
uma das causas de morte relacionada ao H1N1, além de dano alveolar difuso (DAD), presente em 83% 
das mortes8. 
O H1N1 pandêmico difere do vírus da influenza sazonal na indução exacerbada de respostas 
pró-inflamatórias em humanos e modelos animais10. Os mediadores inflamatórios, como as citocinas, 
contribuem para a inibição da replicação viral, atuando como um quimioatrativo das células imunes, 
bem como ativando e regulando a resposta imune e adaptativa. Entretanto, a ativação exacerbada de 
citocinas pode resultar em lesão pulmonar aguda e contribuir para altas taxas de mortalidade11. 
A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pró-inflamatória derivada principalmente de células T 
ativadas e tem sido associada à inflamação neutrofílica das vias aéreas 12,13,14,15. Essa interleucina tem 
efeitos sobre as células epiteliais humanas, incluindo a estimulação da produção de interleucina-8 (IL-
8), que contribui para a exacerbação do recrutamento de neutrófilos induzido pela IL-1712. Estudos 
sugerem que o recrutamento de IL-17 e neutrófilos está diretamente associado à lesão pulmonar em 
pacientes com pandemia de H1N1, assim como a IL-8 está associada à progressão da doença 
observada em pacientes hospitalizados11,16. 
Como o vírus pandêmico H1N1 parece diferir de outros vírus sazonais quanto ao 
comportamento da resposta imune e, levando em conta a continuidade da circulação global desse 
vírus, sugere-se estudar o tropismo tecidual viral e a patogênese da doença. Assim, a busca por 
biomarcadores sanguíneos ou teciduais, que permitam a detecção de indivíduos mais suscetíveis ao 
desenvolvimento de infecções respiratórias agudas graves das vias aéreas inferiores, é fundamental 
para a prevenção dessa doença e sua morbidade e mortalidade. Pode também ser útil no 
estabelecimento de terapia inicial e individualizada em pacientes propensos a um desfecho fatal ou 




Avaliar a expressão tecidual de IL-8 e IL-17 e número de neutrófilos em amostras de pulmão 
de pacientes que morreram de pneumopatia grave causada pelo vírus pandêmico H1N1, 
correlacionando com a expressão em casos não pandêmicos. 
 






Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital 
de Clínicas da Universidade Federal do Paraná sob o número 2.426.757. 
O grupo da pandemia H1N1 compreende amostras pulmonares de necropsias de pacientes 
cuja causa de morte foi infecção respiratória aguda grave (n = 10) durante a pandemia de 2009. A faixa 
etária dos pacientes variou de 21 a 61 anos, incluindo ambos os gêneros. 
A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para o H1N1 foi realizada em todos os dez 
pacientes deste estudo. Para a genotipagem da Influenza A em (H1N1) pdm09, utilizou-se a Reação de 
Transcriptase Reversa, seguida da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR). A 
amplificação do genoma viral foi realizada com o Kit Quantitativo RT-PCR Invitrogen 
SuperScriptTMIII Platinum®, que pode sintetizar e amplificar o cDNA em um único protocolo e usar 
como fluorocromo a sonda TaqMan® ligada ao sistema fluoróforo FAM Fluorescência específica tipo 
sonda por hidrólise, protocolo fornecido pelo CDC / 2009. 
Para o grupo não-pandêmico, foram utilizadas amostras pulmonares de necropsias de 
pacientes pediátricos, cuja causa de morte foram infecções respiratórias virais agudas não pandêmicas 
graves (n = 67). De 794 casos de necropsias pediátricas com doença respiratória grave (de 1960 a 2004), 
193 blocos fixados em formol fixados em parafina (FFPE) contendo amostras de pulmão em boas 
condições para a reação imuno-histoquímica foram selecionados para este estudo. Todos os casos 
foram testados para vírus respiratórios através do protocolo de imunohistoquímica. Anticorpos 
monoclonais anti-adenovírus (AdV), anti-Parainfluenza 1, 2 e 3 (PI1, PI2, PI3), anti-Influenza A e B 
(FLUA e FLUB) de LIGHT DIAGNOSTICS ™ Kit Respiratório de Screen Viral DFA (CHEMICON 
International, Inc (Temecula, USA) foram utilizados. Destes 193 casos testados, 68 foram positivos 
para um ou mais de um vírus respiratório, dos quais 67 foram usados para compor o grupo não-
pandêmico deste estudo. A faixa etária deste grupo variou de um mês a 14 anos, incluindo ambos os 
sexos14,15,16. 
Para ambos os grupos, pandemia de H1N1 e não-pandêmico, foi realizada uma busca direta 
pelos laudos de necropsia e registradas as datas dos óbitos, o gênero e a idade desses pacientes. As 
datas de óbito foram usadas para definir a sazonalidade que foi dividida em meses quentes e frios. A 
sobrevida foi definida como o período entre internação / diagnóstico e óbito14,15,16. 
Os padrões histopatológicos encontrados nas amostras deste estudo foram revisados nas 
lâminas coradas com hematoxilina e eosina (H & E) e foram classificados como padrão A - 
broncopneumonia - e padrão B - pneumonite intersticial. As mesmas lâminas de H&E também foram 




(TMA) com quatro amostras por caso, sendo duas áreas peribrônquicas e duas áreas periféricas 
subpleurais. Os blocos de TMA foram utilizados para realizar as reações imuno-histoquímicas17,18,19. 
Para verificar a concentração tecidual basal de IL-8 e IL-17, bem como o número de neutrófilos 
em amostras pulmonares sem alterações patológicas, foram construídos TMAs de dois outros grupos 
controle: Grupo Controle Basal Adulto (n = 11) e Crianças Grupo Controle Basal (n = 19). Esses grupos 
foram separados e avaliados da mesma maneira descrita acima para os grupos pandêmicos H1N1 e 
não-pandêmicos. Eles são compostos de amostras pulmonares de necropsias de pacientes que 
morreram por várias causas, não envolvendo lesões pulmonares17,18,19. A idade do Grupo Controle 
Basal das Crianças variou de 2 meses a 13 anos, com ambos os gêneros distribuídos homogeneamente, 
enquanto a idade do Grupo Controle Basal Adulto variou de 18 a 60 anos, com predomínio de 
pacientes do sexo masculino, seguindo o grupo pandêmico H1N1. 
Para comparar a expressão tecidual de IL-8 e IL-17 e o número de neutrófilos, o grupo não-
pandêmico também foi subdividido de acordo com a presença ou ausência de imunopositividade para 
FLUA e FLUB (Grupo com Vírus da Influenza, n = 23 e Grupo Sem Vírus da Influenza, n = 44). Assim, 
o Grupo com Vírus da Influenza compreende as amostras que foram imunopositivas para FLUA e B, e 
o Grupo Sem Influenza por Vírus compreende amostras que foram identificadas com outros tipos 
virais tais como RSV; AdV; PIV1; PIV2; PIV3. 
 
Ensaios de Imunohistoquímica 
A identificação de IL-8 e IL-17 em amostras de TMA foi determinada usando a técnica de 
imuno-histoquímica, onde foram utilizados anticorpos primários contra estas proteínas (anticorpo 
policlonal anti-IL-8-coelho, Abcam, Cambridge, UK, diluição 1: 200 e anticorpo policlonal de coelho 
anti-IL-17, Abcam, Cambridge, Reino Unido, diluição 1: 200). A incubação dos anticorpos primários 
em câmara úmida, com temperatura entre 2 e 8º C, durante a noite foi realizada. O polímero 
secundário (Revelar Sistema de Detecção Polyvalent HRP-DAB, Spring Bioscience, CA, EUA) foi 
incubado com o material durante 25 minutos à temperatura ambiente. Para a visualização da reação o 
cromógeno, 2, 3, diamino-benzidina + complexo substrato de peróxido de hidrogênio foi adicionado 
por 3 minutos e após a contrastação foi realizada com hematoxilina de Harris. 
 
Análises das Interleucinas 8 e 17 
As lâminas imunomarcadas de TMA foram submetidas ao scanner de lâminas Zeiss Axio Scan 
Z1 em campo de alta potência (HPF = 40x objetivo) e a expressão tecidual de IL-8 e IL-17 foi medida 
em porcentagem por 16 HPF, determinada pelo programa de análise morfométrica Image Pro Plus ™ 





Contagem de Neutrófilos 
As lâminas coradas em H&E foram submetidas ao scanner de lâminas Zeiss Axio Scan Z1, em 
HPF, para gerar imagens de alta resolução para realizar as contagens de neutrófilos. As imagens 
foram selecionadas de acordo com as áreas de maior concentração de neutrófilos na amostra (áreas de 
hot spot). Dez imagens foram obtidas por caso. A contagem foi realizada utilizando o software 
scanner Axio Scan Z1 (Carl Zeiss-Oberkochen, Alemanha), onde cada célula encontrada foi marcada 
para posterior verificação. Os neutrófilos foram contados apenas no septo alveolar. Ao final, obteve-se 
o número médio de neutrófilos de cada amostra, a fim de realizar a análise estatística comparativa 
entre os grupos estudados. 
 
Análises estatísticas 
Os resultados das variáveis quantitativas foram descritos por média, desvio padrão, mediana, 
mínimo e máximo. Para variáveis categóricas, foram apresentadas frequências e porcentagens. A 
comparação de dois grupos, em relação às variáveis quantitativas, foi realizada pelo teste não 
paramétrico de Mann-Whitney. Para analisar a associação entre duas variáveis quantitativas, foi 
estimado o coeficiente de correlação de Spearman. O teste de Shapiro-Wilk avaliou a normalidade das 
variáveis. Valores de p <0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram analisados utilizando 




As características clínicas dos grupos pandêmicos H1N1 (n = 10) e não-pandêmico (n = 67) 
como idade, gênero, sazonalidade, padrões histopatológicos, sobrevivência, expressão tecidual de IL-
17 e IL-8 e número de neutrófilos são listados na Tabela 1. Houve predomínio de casos masculinos no 
grupo pandêmico H1N1. A idade dos pacientes no grupo pandêmico H1N1 variou de 23 a 61 anos, 
enquanto a idade dos pacientes no grupo não pandêmico variou de 1 mês a 13 anos. Quanto à 
sazonalidade, a maioria dos casos letais de pneumonia ocorreu durante o período de frio em ambos os 
grupos, e no grupo pandêmico H1N1 a prevalência nos meses frios foi de 100%. Em relação ao padrão 
patológico, o grupo H1N1 pandêmico apresentou 100% dos casos com padrão de pneumonite 
intersticial. No grupo não-pandêmico, a porcentagem para o mesmo padrão patológico foi de cerca de 
73%. Quanto à sobrevida, o grupo pandêmico H1N1 apresentou tempo médio de internação de até 4,7 





Em relação à expressão tecidual de IL-8 e IL-17 e ao número de neutrófilos, o grupo 
pandêmico H1N1 apresentou percentuais estatisticamente maiores dessas três variáveis quando 
comparado ao grupo não-pandêmico (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Comparação entre grupos pandêmicos H1N1 e não-pandêmicos de acordo com os 
achados clínicos e anatomopatológicos. 
Dados Variáveis 
H1N1 Pandêmico 
n = 10 
Não-pandêmico 
n =  67 
Valor de p 
Gênero Masculino 80.0% 50.7% ----- 
 Feminino 20.0% 49.3% ----- 
Idade (anos)1 ----- 43.5/44 (23-61) 1.6/0.583 (0.083-13) <0.001† 
Sazonalidade Frio 100.0% 64.7% ----- 
 Quente 0% 35.3% ----- 
Padrão Histopatológico 
Pneumonite Intersticial 100.0% 73.5% ----- 
Broncopneumonia 0% 26.5% ----- 
Sobrevida (dias)1 ----- 4.70/1.5 (1-19) 12.87/10       (2-32) 0.001† 
Expressão tecidual de IL-8 1,2 ----- 4.15/4.13 (0.72-9.13) 1.59/1.45 (0.64-3.73) 0.003† 
Expressão tecidual de IL-171,2 ----- 9.91/9.73 (4.34-15.44) 3.61/2.44 (0.02-12.00) <0.001† 
Número de neutrófilos1,3 ----- 17.6/16.7 (11.4-25.8) 7.2/4.3 (0.20-39.1) <0.001† 
1- média de imunopositividaed (%) em 16 HPF; 2_ media do número em 10HPF; † Teste não paramétrico de Mann-Whitney, p<0.05. 
 
A expressão tecidual de IL-8, IL-17 e o número de neutrófilos do grupo controle basal (adulto 












*Non-parametric test of Mann-Whitney, p<0.05. 
 
Figura 1. Gráficos comparativos entre os grupos controle adulto e pediátrico para IL8, IL17 e contagem de 




respectivamente, com o marcador vermelho de leitura de positividade do software Image ProPlus®. Na contagem de 
neutrófilos (C), as setas vermelhas correspondem aos neutrófilos encontrados no tecido pulmonar. 
 
A expressão tecidual de IL-8, IL-17 e o número de neutrófilos dos grupos pandêmicos H1N1 e 
não-pandêmicos foram comparados ao grupo controle basal similar (adulto / crianças), como 
mostrado nas figuras 2 e 3. 
A Figura 2 compara os resultados de expressão tecidual de IL-8, IL-17 e número de neutrófilos 
do grupo H1N1 pandêmico com o grupo controle basal adulto. Tanto a expressão de interleucina 
quanto o número de neutrófilos tiveram resultados significativamente superiores aos controles basais. 
*Teste Não-paramétrico de Mann-Whitney, p<0.05. 
Figura 2. Gráficos comparativos entre os grupos pandêmicos H1N1 e controle adulto quanto à contagem de IL8, IL17 e 
neutrófilos. Abaixo de cada gráfico estão as imagens pulmonares do grupo Controle Adulto e do grupo pandêmico H1N1, 
respectivamente, com o marcador vermelho de leitura de positividade do software Image ProPlus®. Na imagem da contagem 
de neutrófilos (C), as setas vermelhas correspondem aos neutrófilos encontrados no tecido pulmonar. 
 
A Figura 3 mostra os gráficos comparativos dos resultados da expressão tecidual de IL-8 e IL-
17 e do número de neutrófilos do grupo não-pandêmico com o grupo controle basal de crianças. A 
expressão tecidual da IL-17 e o número de neutrófilos foram estatisticamente significativamente 


















*Teste Não-paramétrico de Mann-Whitney, p<0.05. 
 
Figura 3 (A, B, C). Gráfico comparativo entre os grupos de crianças não pandêmicas e controle basal, quanto à 
contagem de IL8, IL17 e neutrófilos. Abaixo as imagens de controles e não-pandêmico, respectivamente, com a positividade do 
software Image ProPlus®, a leitura do marcador vermelho. Na contagem de contagem de neutrófilos (C), as setas vermelhas 
correspondem aos neutrófilos encontrados no tecido pulmonar. 
 
A fim de identificar o possível efeito da presença do vírus Influenza na expressão tecidual de 
IL-8 e IL-17, e no número de neutrófilos, o grupo não-pandêmico foi subdividido em dois subgrupos 
de acordo com a presença ou ausência de Vírus da Gripe A ou B em imuno-histoquímica (com 
Influenza e sem Influenza). Esses dois novos subgrupos não-pandêmicos foram comparados ao grupo 
pandêmico H1N1, como mostra a Tabela 2. A expressão tecidual de IL-8 e IL-17 e o número de 
neutrófilos da pandemia H1N1 apresentaram valores estatisticamente maiores quando comparados 
aos dois subgrupos não-pandêmicos. Quando os dois subgrupos não-pandêmicos (com e sem 
influenza) foram comparados para a expressão tecidual de IL-8 e IL-17, bem como para o número de 
neutrófilos, não foi observada diferença significativa. Além disso, foi observada uma diminuição nas 
taxas de sobrevivência do grupo H1N1 pandêmico em relação aos dois subgrupos não-pandêmicos 
(Tabela 2). 
 
Tabela 2. Comparação dos casos de grupos pandêmicos H1N1 com grupos não pandêmicos 
subdivididos em dois grupos com e sem a presença do vírus Influenza, considerando as variáveis IL-8, 
IL-17, contagem de neutrófilos e taxa de sobrevida. 
Variável Influenza N Mediana (Min/Max) Valor de p 
Expressão tecidual de IL-81 
SEM 36 1.40 (0.65-3.24)   
COM  22 1.62 (0.64-3.73) 0,010† 
pH1N1 10 4.13 (0.72-9.13)   
Expressão tecidual de IL-171 
SEM  40 2.26 (0.02-12.00)   
COM  22 3.91 (0.51-10.31) <0,001† 
pH1N1 10 9.73 (4.34-15.44)   
Número de Neutrófilos2 
SEM 38 4.30 (0.50-39.1) 
<0,001† COM 22 4.10 (0.20-35.4) 




1-média de imunopositividade (%) in 16 HPF; 2_média do número em 10HPF; †Teste não-paramétrico de Mann-Whitney, p<0.05 
 
A fim de minimizar o possível efeito do tempo de sobrevida na expressão tecidual de IL-8 e 
IL-17, e no número de neutrófilos, os grupos pandêmicos H1N1 e não-pandêmicos foram pareados 
pelo tempo de sobrevida, com apenas casos com sobrevida até 7 dias foram utilizados nesta análise 
(Tabela 3). Observou-se que os resultados foram mantidos, a expressão tecidual de IL-8 e IL17 e o 








Tabela 3. Comparação entre grupos pandêmicos H1N1 e não-pandêmicos com até 7 dias de sobrevida 














1-Média/Mediana (Min-Max); 2- Média de imunopositividade (%) in 16 HPF; 3_ media do número em 10HPF; † Teste não-paramétrico de 
Mann-Whitney, p<0.05. 
 
O tempo de sobrevida dos pacientes também foi comparado com as curvas de expressão 
tecidual de IL-17 e IL-8 e o número de neutrófilos. Houve uma correlação inversa do tempo de 
sobrevida, no grupo pandêmico H1N1, com a expressão de IL-8 (coeficiente de correlação de 
Spearman -0,64, p = 0,046 - dados não mostrados). 
 
5.  Discussão e Conclusões 
 
As infecções do trato respiratório inferior são responsáveis por 90% das mortes por doenças 
respiratórias e 10% do total de mortes de crianças menores de um ano de idade20. Esses dados 
Sobrevida (dias) 
SEM  44 10 (2-30) 
  0,001† COM  23 10 (5-32) 






Valor de p 
Sobrevida (dias)1 2/1 (1-6) 6.20/ 7.00 (2-7) 0.001† 
Expressão tecidual de IL-81,2 4.78/5.07 (0.72-9.13) 1.68/1.65 (1.65-2.61) 0.021† 
Expressão tecidual de IL-171,2 9.99/9.73 (5.33-15.44) 2.85/3.28 (0.05-4.63) <0.001† 




corroboram os achados do estudo em questão, em que a faixa etária acometida por doenças 
respiratórias causadas por vários tipos virais, e com alta letalidade, foi a primeira infância. 
A pneumonia viral pode ser uma consequência de infecções que se originam no próprio trato 
respiratório superior e progridem para o trato respiratório inferior, como nas infecções respiratórias 
causadas pelo Influenza, além de outros vírus7. O vírus pandêmico H1N1 de 2009 (cepa do vírus 
pandêmico de 2009) tem alta transmissibilidade, um curto período de incubação e altas taxas de 
morbidade e mortalidade21. Eles são responsáveis por epidemias recorrentes devido a mudanças 
substanciais na antigenicidade e alta patogenicidade22,23. Essas alterações na antigenicidade e a alta 
virulência demonstrada nos casos da pandemia de 2009 podem ser responsáveis pelo alcance e que 
correspondem às amostras desta pesquisa, uma vez que são adultos jovens sem fatores de risco pré-
determinados. A alta patogenicidade do vírus também pode estar associada a menores índices de 
sobrevivência de pacientes infectados com H1N1 (média = 4,7 dias) em comparação com os pacientes 
infectados por vírus não-pandêmicos (média = 12,9 dias) neste estudo (p = 0,001) (Tabela 1). 
O estudo dos grupos controle de adultos e crianças revelou uma expressão tecidual basal de 
ambas as interleucinas estudadas e a contagem de neutrófilos. Além disso, observou-se que a 
expressão basal das interleucinas 8 e 17 foi maior no grupo controle infantil do que no recrutamento 
neutrofílico, como mostrado na figura 1 (A, B, C). 
Esse assunto é relativamente controverso, mas a maior parte dos artigos relatam que as 
crianças secretam mais interleucinas, tanto pro como anti inflamatórias, do que os adultos, sem no 
entanto produzirem lesões e efeitos mais letais24,25,26,27. Este fato pode ser devido à imaturidade de 
outros sistemas relacionados à imunidade adquirida. 
Neste estudo, os autores avaliaram a expressão de IL-17 e sua relação com a expressão de IL-8 
e, consequentemente, o recrutamento de neutrófilos para melhor avaliar a eficácia da IL-17 e seu 
poder de produzir lesões graves na pneumonia pandêmica. Em resposta a uma infecção viral, tanto a 
IL-8 quanto a IL-17 são secretadas por macrófagos e células T para recrutar novas células, incluindo 
neutrófilos, para defender o hospedeiro28. Portanto, essas interleucinas devem ter níveis aumentados 
apenas em amostras de pulmão infectado. Os achados deste estudo corroboram com a literatura, pois 
houve aumento na expressão de interleucinas e no número de neutrófilos nos grupos pandêmicos 
H1N1 e não-pandêmico em comparação com os grupos controle basal (Figuras 2 e 3). Este resultado é 
em resposta a uma infecção pulmonar, os macrófagos alveolares liberam quimiocinas, incluindo IL-8 e 
IL-17, atraindo neutrófilos. Embora a presença de neutrófilos seja vital para a defesa do hospedeiro, a 
ativação excessiva leva a graves danos teciduais pela liberação de agentes citotóxicos como oxigênio 




tecidual das interleucinas 17 e 8, e pôde comprovar sua efetividade, de forma que, quando sua 
presença aumentou, o número de neutrófilos no tecido também foi maior. 
A IL-17 é uma citocina pró-inflamatória que tem sido associada à inflamação neutrofílica das 
vias aéreas13,30,31 e, por esse motivo, pode estar aumentada em estado inflamatório agudo. Por ser 
freqüentemente detectada na expectoração de pacientes com asma e bronquite, correlacionou-se com a 
hiperreatividade das vias aéreas14. Neste trabalho, a IL-17 demonstrou aumento da expressão tecidual 
no grupo pandêmico H1N1, em relação ao grupo não pandêmico (9,9% vs. 3,6%; p <0,001) (Tabela 1). 
Estes dados foram corroborados por outros estudos sobre a resposta mediada por Th17, aumento do 
status em amostras de soro de pacientes infectados com o vírus da influenza pandêmica32,33,34. 
Em condições normais, após 6-12 horas de circulação, os neutrófilos sofrem apoptose, mas no 
estado inflamatório a apoptose é inibida e a presença de IL-8 parece ser responsável por esse 
processo29,30. Além de recrutar e retardar a apoptose de neutrófilos, a IL-8 é um potente ativador de 
neutrófilos. No presente estudo, a IL-8 apresentou aumento significativo no grupo pandêmico H1N1 
comparado ao grupo não pandêmico (4,2% vs. 1,6%; p = 0,003) (Tabela 1). O aumento do número de 
neutrófilos nas amostras do grupo pandêmico demonstra que as interleucinas, com aumento da 
expressão tecidual nesse grupo, foram efetivas e eventualmente exacerbaram o recrutamento dessas 
células. Em pacientes com doença respiratória, a exacerbação aguda é uma condição resistente do 
processo inflamatório. Essa exacerbação é desencadeada principalmente pela infecção e ativação de 
células e mediadores inflamatórios, estando a IL-8 associada à IL-17 os mediadores de neutrófilos e 
quimioatrativos das células do epitélio brônquico. Um estudo demonstrou que essas citocinas e a 
quimioatração neutrofílica podem estar associadas à patogênese das doenças respiratórias pela 
exacerbação da resposta inflamatória34. 
No grupo pandêmico H1N1, a presença de neutrófilos foi significativamente maior do que no 
grupo não-pandêmico (17,6% vs. 7,2%; p <0,001), o que parece estar relacionado à intensa ativação 
pró-inflamatória (Tabela 1). A ação dos neutrófilos na infecção já é conhecida e esta ação é muito 
evidente na infecção pulmonar. Estudos recentes demonstram que variantes virais da influenza A 
podem desencadear respostas mais severas e que a resposta neutrofílica parece ser determinante na 
patogenicidade e no resultado final da infecção viral35,36. 
Uma limitação deste estudo é que os autores comparam pneumonias não-pandêmicas em 
crianças com casos de H1N1 em adultos. Entretanto, grupos controle com expressões basais foram 
incluídos para minimizar este efeito e demonstrar que as crianças são capazes de secretar interleucinas 
com valores maiores que os adultos. 
Sabe-se que o vírus pandêmico da influenza A (pmd09) promoveu uma resposta diferente 




pandêmico foi subdividido em com e sem influenza para comparação com a Influenza pmd09, como 
evidenciado na tabela 2. Em todas as situações testadas, o grupo pandêmico apresentou uma resposta 
aumentada em relação à não-pandêmica em ambos os subgrupos. E esse fato apenas reforça a 
virulência e alta patogenicidade da cepa pandêmica e que isso não se deve ao fato deste vírus ser 
influenza, já que não houve diferença significativa na expressão tecidual das citocinas quando 
comparados os subgrupos com e sem Influenza. Outros estudos também demonstraram um aumento 
na resposta inflamatória dessa cepa pandêmica, corroborando nossos achados35,37,38. 
Dentre os fatores que poderiam influenciar a ação das citocinas inflamatórias, o tempo de 
internação ocuparia uma posição importante nesse cenário, portanto os grupos pandêmicos e não-
pandêmicos foram pareados de acordo com o tempo de sobrevida de até 7 dias. No entanto, não 
houve alteração na significância dos dados encontrados no grupo H1N1, mantendo a intensa 
diferença na expressão de citocinas no grupo pandêmico. Chan et al., 2018 avaliaram a resposta 
inflamatória à infecção pelo Influenza A (H1N1) pdm09 em comparação ao Vírus Sincicial 
Respiratório (VSR) onde a Influenza A (H1N1) pdm09 induziu níveis mais altos de citocinas, 
quimiocinas e mediadores imunológicos pró-inflamatórios, o que reforça nossos achados . 
Com relação ao tempo de sobrevida dos casos de H1N1 pmd09 neste estudo, foi encontrada 
uma correlação inversa do tempo de sobrevida com a expressão de IL-8 e os casos com maior 
expressão tecidual dessa interleucina apresentaram menor tempo de sobrevida. Dados semelhantes 
foram encontrados em um estudo que quantificou os níveis plasmáticos de várias citocinas 
inflamatórias em pacientes infectados com H1N1 e IL8 também foi a citocina associada a menor tempo 
de sobrevida39. Esse achado pode estar relacionado à ação da IL-8 na resposta inflamatória como 
quimioatrativo, recrutador e ativador especial de neutrófilos, e ao fato dessa resposta estar aumentada 
em infecções virais36. 
Baseado em todas essas informações, o vírus H1N1 pandêmico, que circulou em 2009, parece 
ter alta virulência e, portanto, causa uma resposta exacerbada do sistema imunológico do hospedeiro. 
Essa resposta exagerada é caracterizada principalmente pela presença de neutrófilos em quantidade 
superior ao esperado, e o aumento da secreção de IL-8 devido ao estado inflamatório parece prolongar 
a presença dessas células no local da lesão. Os neutrófilos eventualmente aumentam a lesão pulmonar, 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Há muito se sabe que as infecções das vias aéreas são causa importante de 
morbi-mortalidade em todo mundo, sobretudo na primeira infância. São várias as 
causas de agravamento da doença, como a patogenicidade do agente causador, 
mas também a forma e a intensidade da resposta imune frente à infecção. 
 O estudo dessa tese se concentrou na resposta celular dos neutrófilos 
e nas interleucinas com eles envolvidas, especialmente a IL-17, frente a infecções 
virais do trato respiratório, com ênfase no Influenza A, subtipo envolvido na 
pandemia de 2009. 
 O primeiro artigo demonstrou um aumento significativo da presença de 
IL-17 no tecido pulmonar de pacientes com infecção por Influenza A, quando 
comparado às outras infecções virais não pandêmicas. Esse achado foi a motivação 
para estudarmos amostras pulmonatres de pacientes que foram á óbito durante a 
pandemia de 2009 (Influenza A H1N1pmd). Neste segundo estudo observamos que 
o H1N1 foi responsável por um aumento ainda maior de expressão tecidual 
pulmonar de IL-17 quando comparado aos casos de Influenza A não pandêmico. 
Este aumento de expressão de IL-17 em amostras pulmonares de pacientes com 
H1N1 também foram seguidos por uma maior expressão de IL-8 e de contagem 




Os dois estudos se completaram na evolução da investigação da resposta 
do hospedeiro frente a infecção viral, particularmente no que diz respeito à 
pandemia causada pelo H1N1pmd. As infecções de vias aéreas sazonais costumam 
evoluir mal, culminando em óbito, em geral na faixa etária até os 14 anos, que 
compreendem as amostras do grupo controle. No entanto, a pandemia causada pelo 
H1N1pmd em 2009, causou complicações irreversíveis em adultos jovens. Por essa 
razão, era impossível parear as amostras cuja causa do óbito tenha sido infecção 
viral com acometimento de vias aéreas, pela faixa etária dos pacientes. Sendo 
assim, houveram diferenças, que inicialmente encaramos como limitações, 
principalmente na dificuldade de parear as amostras por faixa etária, mas que no 
decorrer dos resultados entendemos como características de cada população. 
Entretanto, os resultados dos grupos controle adulto e criança revelaram uma 
expressão tecidual basal de ambas as interleucinas estudadas maior no grupo 
controle criança não acompanhada do efetivo recrutamento neutrofilico. Este 
assunto é relativamente controverso, porem a maioria dos artigos relata que 
crianças secretam mais interleucinas, tanto pró como anti-inflamatórias, do que os 
adultos, sem entretanto, produzirem lesões e efeitos mais letais. Este fato pode ser 
devido a imaturidade de outros sistemas relacionados à imunidade adquirida.  
Porém, diferente do que foi visto nos grupos controles, quando comparamos 
a expressão basal de interleucinas 8 e 17 nas criancas deste estudo com a 
expressão nos casos não pandêmicos, observamos valores maiores no último 
grupo. E quando comparamos esses últimos com os valores de expressão tecidual 
nos casos pandêmicos, estes são ainda maiores. Os mesmo aconteceu com a 
contagem de neutrófilos. Sendo assim, mesmo o grupo controle criancas produzindo 
um basal relativamente alto de interleucinas, o grupo H1N1 foi capaz de produzir um 
efeito ainda maior seguido de recrutamento neutrofílico. Este fato pode sugerir que 
estas comparações possam ser analisadas e consideradas, talvez diminuido o efeito 
de limitação anteriormente proposto. 
Na literatura há menções sobre o receptor da IL-17 cuja diminuição da 
expressão estaria associada a menor morbidade do paciente, o que pode ser um 
importante alvo de prognóstico. Com base nisso, temos como perspectivas de 
continuidade desse estudo, verificar a presença do receptor de IL-17 e sua relação 
com a morbidade do paciente e ainda genotipar estes pacientes para o gene da IL-







No que diz respeito à caracterização da amostra, o grupo das amostras de 
pacientes acometidos por infecção causada pelos vírus sazonais não apresentou 
diferença significativa quanto ao gênero, sendo distribuído uniformemente; a faixa 
etária variou dos 0 aos 13 anos e o padrão histopatológico predominante foi de 
broncopneumonia. Quanto ao grupo correspondente às amostras infectadas pelo 
pH1N1, o sexo masculino foi predominante, a faixa etária variou de 23 a 61 anos e o 
padrão histopatológico foi de pneumonite intersticial na sua totalidade. 
A expressão de todas as interleucinas testadas, bem como do número de 
neutrófilos, apresentou resultado significativamente maior no grupo pandêmico 
comparado as amostras do grupo não pandêmico. A interleucina 17 foi a que obteve 
o resultado mais significativo, cerca de 3 vezes mais no grupo H1N1, seguida da 
contagem de neutrófilos que foi pouco mais que o dobro no grupo H1N1 em relação 
ao não-pandêmico.  
Quando as amostras do experimento foram comparadas com os grupos 
basais, ou seja, aquele contendo amostras de pulmão saudável, a diferença de 
expressão e contagem foi absolutamente significante, sendo aumentada no grupo 
H1N1 com relação ao grupo adultos basal e do grupo não-pandêmico com relação 
ao grupo crianças basal. 
Já que o vírus H1N1 causador da pandemia de 2009 é um vírus Influenza, 
este estudo comparou os resultados obtidos no grupo pandêmico, com os resultados 
do grupo não-pandêmico divididos em com ou sem Influenza, na intenção de 
verificar se gênero Influenza por si só seria o responsável pelo aumento da 
expressão das interleucinas. O resultado obtido apontou diferença significativamente 
maior de expressão tecidual das interleucinas e da contagem neutrofílica no grupo 
Influenza A pandêmico quando comparado tanto ao grupo não-pandêmico sem 
influenza quanto no grupo não-pandêmico com influenza. Ainda quando os grupos 
com e sem influenza dentro do grupo não-pandêmico foi comparado entre si, não 
houve diferença significativa nos resultados. 
Os neutrófilos são células na primeira linha de defesa frente à infecções, 
sobretudo as que acometem o sistema respiratório. Dentre as suas atribuições, está 




retroalimentar a resposta, recrutando mais neutrófilos para o local de lesão. Dentre 
essas interleucinas estão principalmente a IL-8 e a IL-17, que tiveram sua expressão 
significativamente aumentada nas amostras do grupo pandêmico com relação ao 
não-pandêmico. Esse dado condiz com a maior contagem de neutrófilos no grupo 
pandêmico, e portanto demonstra a efetividade das interleucinas no que diz respeito 
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